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魚類 にお いて海水 適応 は重 要な 環境 適応 の一 つで あ り、生 物学 的観 点か ら海 水適 慮 機
構の 解 明 また産業 的観 点か ら海 水適 応能 の遺伝 的変 異 を利用 した 育種 や海 水 適 応能 の 評
価方 法の 確立 が望 まれ る。 これ まで海水 適 応 に関す る多 くの 生理 学的 研究が行 われ て き
たが 、遺 伝 学 的手法 を用 いた海 水適 応機 構 の解 析 さ らに海水 適応 能 に関す る育 種は ほ と
ん ど行われ てこなか った 。
グ ッ ピーは南 米原 産 と され る熱 帯魚 で、 一般 に淡 水 に生息 する が、 サケ科 魚 類と 同様
に海 水 適 応能 が強 く広 塩性 魚類 であ る こ とが知 られ て いる。 また 、グ ッピーは 飼育が 容
易で 世代 時間 が短 いこ とか ら多 くの 系統 が 作成 され て お り、魚類 にお ける 遺伝 学的研 究
を行 う上で適 したモデル動物である。
本 研 究は 、硬 骨魚 類の 海水適応 に関 する モデ ル と して グ ッ ピー を用 いて 、発 育に伴 う
塩分 耐性 に対 する 遺伝 支配 の変化 さ らに環 境塩 分 の影 響 を明 らか にし、生 理遺 伝 学 的手
法 を用 いて個 体 レベルで の海 水適 応機 構 を解 明す る こ とを 目的 とした。 さ ら に、鯉の1
次鯉 弁 上 に存 在する2型 の 塩類細 胞 にお ける浸 透圧 調 節機 能 につ いて、イ オ ン輸 送に お
いて重要 な酵素であるNa+,K+一ATPaseタ ンパ クの発 現か ら検 討 した。
第1章 、成魚 における塩分耐性 の系統差
グ ッ ピー の成 魚 にお ける塩 分耐 性の 系統 によ る違 いを調 べ 、塩 分 耐性 に対 す る遺 伝 支
配の存在 につ いて検討 した。
グ ッ ピー の成 魚 に おけ る塩 分 耐性 に は、 体長 お よび雌 雄 に よる 大 きな違 いは み られ な
かった 。14系 統 の成魚 における35ppt海 水浸 漬後の生存時 間には2.52時 間か ら4.90
時間まで、また海 水の塩分濃度 に対する致死閾(LD50)に は21。4pptか ら26.9pptま での
違 いがみ られ 、塩 分耐 性が 系統 によ って 異 なる ことが示 され た。 この ことか ら、塩 分 耐
性 に対 する遺伝支 配が示唆され た。
淡水か ら15ppt希 釈海水 に24時 間浸 漬 した 時の血液の 浸透圧 の 上昇 には系統 によ る
違 いがみ られ、海水 中での浸透圧 調節 能力が系統 によ って異な る ことが示 され た。また 、
塩分 耐性 の強 い系 統ほ ど海 水 中 での浸 透圧 調節 能 力が 高 い ことか ら、塩分 耐性 の系 統 差
は海水 中での浸透圧 調節能力の違 いによる ことが 明らかにな った。
第2章 、仔魚 と成魚 における塩分耐性の遺伝支 配
グ ッ ピー の出 生時 か らの淡水馴 化 に伴 う塩分 耐 性 の変化 を 調べ 、各 発育 段 階 にお ける
塩分耐性の遺伝支配 につ いて交 配実験か ら検討 した。
グ ッ ピー の出生 時の仔 魚には35ppt海 水 でも生存 する個 体 がみ られ、強 い塩 分耐性 を
持つ ことが 明 らか にな った 。14系 統 に おけ る出 生 時の 仔魚 の海 水 の塩 分 濃度 に対 す る
L[腕 には28.1PPtか ら34.2PPtま での違 いがみ られた。出生時の強 い塩分耐性は淡水 へ
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の馴 化 に伴 い生 後5日 以 内に は大 き く低下 し、 そ の後 大 きな 変 化はみ られ な くな った
(図1)。14系 統 における 出生 か ら10日 経過 した稚魚 の 海水 の塩 分濃 度に 対するL亀o
には20jpptか ら23.1pptま での違 いがみ られた。稚魚および成魚 における塩 分耐性の
系統 差の 間 に は正 の相 関が み られた の に対 し、 出生 時の 仔魚 およ び成魚 におけ る塩 分 耐
性の 系統 差の 間に は相 関は み られな か った 。 この こ とか ら、 出生 時の 仔魚 にお ける塩 分
耐性 の遺 伝支 配 は稚魚 およ び成 魚 とは異 な るこ とが 示唆 され た。 交配 実験 か ら、出 生 時
の仔 魚 にお け る塩 分耐 性の 遺伝 要因 は母 性 効果 であ り、 成魚 では ヘテ ロシスで ある こ と
が明 らか にな った。
第3章 、海水耐性系統の作 出
出生時 に35ppt海 水 で生残 した グ ッ ピーの海水 へ の馴化 に伴 う塩分 耐 性の変 化 およ び
海水 中で の生 存 、成長 および繁 殖 につ いて 調べ た。 また 、出 生時 の仔魚 の塩分 耐性 に及
ぼす雌親の環境塩分 の影響 につ いて検討 した。,
F22系 統 において出生 時 に35ppt海 水 中で24時 間生残 した仔魚 の多 くは、海水 へ の
馴化 に伴 い塩 分耐 性を増大 させ 、そ の後 も海水 中で 生存 し、 成長 でき る こ とが 明 らか に
な った(図2)。 海水 中で成育 した個体 は海水 中で も産仔 し、生まれた仔魚の多 くが海水
で生存 した ことか ら(表 り 、海水 中で も成長 して繁殖 できるF22-SW(SW)系 統が確 立
され た。 また 、雌 親の 環境 塩分 の影 響 によ って 出生 時の仔魚 の塩 分耐 性が 増大 し、 多 く
が海 水中で も生存できるよ うになる ことが明 らか にな った(図3)。
第4章 、仔魚の淡水および海 水馴化 に伴 う鯉塩類細 胞の変化
グ ッ ピー の 出生時 の仔 魚の 淡水 およ び海 水へ の馴化 に伴 う鯉 の 塩類細 胞 の形態 的 変化
さらにNa+,K+一ATPaseα 一サブユニ ッ トの発現の変化 を免疫 組織 化学的 に調べ、仔魚 の淡
水 および海水馴化 における鯉の塩類細胞の浸透圧調節機能 について検討 した。
グ ッピー の出生 時の仔 魚の鯉 には1次 鯉弁 上 に塩 類細 胞 が観察 され 、 全ての塩 類細 胞
にNa+,K+一ArPaseα 一サブユニ ッ トに対する強 い免疫陽性反応 が認め られた(図4)。 この
ことか ら 、出生 時 の仔 魚の 塩類 細胞 が浸 透 圧調 節機 能を持 つ ことが示 唆 された 。淡水 で
縦代飼育 してい るF22系 統 において仔魚 の淡水へ の馴化 に伴い 免疫 陽性 反応 を 示す塩 類
細胞 の数 は低 下 し、 大きさ も減少 した。 また、 出生か ら3日 以上経 過する と免疫 陽性 反
応 を示 さな い塩類細 胞が観察 され るよ うにな った(図4)。35ppt海 水で継代飼育 してい
るF22-SW(SW)系 統 の 出生 時の 仔魚 は、雌親 の環境 塩分 の影 響 によ り大型 の塩 類細 胞
を持 つこ とが 明 らか にな った 。仔魚 の35ppt海 水 への 馴 化 に お いて 全 ての 塩 類細 胞 に
Na+,K+一ArPaseα 一サ ブユ ニ ッ トに対 する免 疫陽 性反応 が認 め られ 、海 水への 馴化 に伴 い
塩類 細胞 の大 きさ は増 大 した。 この ことか ら、鯉の 塩類細 胞 の発 達 に よ り仔魚 が海 水 へ
馴化で きるよ うにな ると考え られた。
第5章 、塩分 耐性 と2型 の鯉塩類細胞
グ ッ ピー の鯉 の1次 鯉 弁 上 に存 在 す る2型 の 塩 類 細 胞 の 機 能 的な 違 い につ い て
Na+,K+一ArPaseα 一サブユニ ッ トの発 現か ら調べ た。 さ らに、 グ ッピーの成魚 を淡水か ら
海水 へ、 また海 水か ら淡水 へ馴化 させた 時の2型 の塩類 細胞の 変化 につ いて調 べ 、2型
の塩類細 胞における浸透圧調節機 能 について検 討 した。
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淡水 飼育 時の グ ッピーの成魚の鯉 には1次 鯉弁上 にα型 とβ型の2型 の塩類細 胞が観察
され 、 免疫組 綾化 学 的観察 の結果 、α型 の塩類 細胞で はNa+,K+一ATPaseα 一サブユ ニ ッ ト
の強い免疫陽性反応 が観察 されたの に対 し、伊型の塩類細胞 ではほ とんど もしくは全 く観
察 されなか った。 この ことか ら、α型 とβ型の塩類細胞 におけるNa+,K+一ATPaseの 発現が
異な る ことが 明らか にな った。F22系 統の成魚を淡水 か ら海水 に馴化 させ るとα型の塩類
細胞 の 数 と大 き さが 増大 し、 β型 の塩 類細 胞は 消失 した 。 この過 程 に おいてβ型の 塩類細
胞の大 き さが増大 し、さらにα型とβ型の中問型の塩類細胞が観察 された ことか ら、β型の
塩類細胞 がα型の塩類細 胞に移行 したと考 え られ た。F22-SW(SW)系 統の成魚 を海水 か
ら淡水 に馴 化 させる とα型 の塩 類細胞 の 数 と大 きさ が減少 し、β型 の塩類細 胞 の数 が増 大
した 。 こ の過 程 に おいてα型 とβ型 の 中 間型 の塩 類細 胞が 観察 され た こ とか ら、 一部 のα
型の塩類細胞 がβ型の塩類細胞 に移行 した と考 え られた。
海 水馴化 および淡水馴化 において、海水の塩分濃度 に対 する し亀0と 免疫陽性反応 を示
さな い塩類 細 胞 の 占める 割合 との 間に は負 の相 関が み られ た の に対 し、L[鳩 と免 疫陽 性
反応 を強 く示 す塩 類細 胞の占める割合 との 問には正の相 関がみ られた(図5)。 この こと
か ら、Na+,K+一AτPaseα 一サブユ ニ ッ トの発 現を持っ塩類細 胞が個体 レベルの塩分耐性 に
おいて重要で ある ことが示 され た。
総 合考察
本 研 究の 結 果 か ら、グ ッピーの 海水 適応 には特 に 出生 時の 仔魚 の塩 分耐性が 重要 で あ
る ことが明 らかにな った 。仔魚の 塩分耐 性 を制御 して いる要 因 に関 して図6に 示 す。 出
生時 の仔 魚の 塩分 耐性 は雌 親の 遺伝 子型 と環境 塩分 によ って 制御 され てお り、その 後 の
塩分 耐性 は 自分 自身の遺伝 子型 と環 境塩 分 によ って 制御 され る ことが 明 らか にな った 。
出生時 の仔魚 の鯉 の塩類細 胞 にはNa+,K+一ArPase発 現 がみ られた こ とか ら浸透圧 調節 機
能 が 発 達 して い る こと が 示 唆 さ れ た 。 仔 魚 の 淡 水 へ の 馴 化 に 伴 い 、 β型 と 思 わ れ る
Na+,K+一ArPase発 現を持た な い塩類 細胞 が観 察 され る よ うにな った ことか ら、仔 魚が 淡
水 に 応答 して 淡水 型の 浸透 圧調 節機 構 に移 行 した と考 え られ る。 一方 、仔 魚の 海水 へ の
馴化 に伴 いα型 と思われ る塩類細胞が発達 した ことか ら、仔魚が海水 に応答 して浸透圧調
節機 能 を増大 させ たと考え られ る。 出生 時の仔 魚の 塩分 耐性 を制 御 している要 因が雌 親
の遺 伝子 型 と環境 塩分 である こ とか ら、仔 魚が 雌親 の胎 内へ 順応 して いた こと によ り浸
透圧 調節機 能が発 達 し、出生時 に海水で も生存 できる よ うになると考 えられた。





















































図2、F22系 統 の 出 生 時 に35ppt海 水 で 生 存 した 仔 魚 の35ppt海 水 で の 成長
(●一●)とF22系 統 の 淡 水 で の 成 長(o-o)の 比 較 。
A;雌 。B;雄 。値 は 平 均値 ±S.D。。 危 険 率*5%お よ び**1%で 有 意 。
一179一
表1、F22系 統の出生時に35ppt海 水で生存 し、成育 した
個体か ら生まれた仔魚の35ppt海 水での24時 閻後の生残率
































































































();仔 魚の数。危険率*5%お よび 綜196で 有意。雌親の35ppt海 水へ









































































































































図5、F22系 統の成魚の淡水か ら海水への馴化およびF22-SW(SW)系 統の成魚の35ppt海 水から淡水へ
の馴化における海水の塩分濃度に対するLD50と 鯉の塩類細胞の占める割合の関係。























































図6、 グッピーの仔魚の淡水への馴化(○)お よび海水への馴化(●)に 伴う塩分耐性を制御する
要因および浸透圧調節機能の変化。
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第二に,出 生時の仔魚に強い塩分耐性能力が存在 し,成 長に伴い低下することを明らかにした。出生
時の塩分耐性能力と成魚での塩分耐性能力 との関係を系統間で比較したとき相関が見 られないことから,
異なった遺伝支配によることを示唆 した。また,交 配実験か ら,出 生時の高い塩分耐性能力が母性効果
によるものであ り,成 魚ではヘテロシス効果によることを明らかにした。
第三に,グ ッピーを海水に馴化させることにより,海 水中で生息可能になることを示 した。また,海
水 に馴化 した個体から生 まれた仔魚の中から,海 水中で生息可能で成長 し,次 世代を得ることのできる
系統の確立に成功 した。このような仔魚の海水適応には雌親のおかれている環境の塩分濃度が影響 して
いることを示 した。
第;四に,海 水馴化に伴い鯛における塩類細胞がNa+,K+一ATPaseα サブユニット抗体に対 して免疫陽
性反応を示すようになるとともに,形 態的にも大 きくなることから,鯉 の塩類細胞の発達 により海水へ
の馴化が可能 となることを示 した。
第五に,グ ッピーの鯉に存在するα型とβ型の二種類g塩 類細胞の海水馴化に伴 う変化を調べ,淡 水
か ら海水へ馴化する過程で β型の塩類細胞が消失 し,Na+,K+一ATPaseα サブユニット抗体に免疫陽性




と考えられる。また,産 業対象種における海水耐性系統の育種の可能性を示 した。 したがって,審 査員
一同は本論文の著者に対 して博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定 した
。
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